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RESUMO 
 
Esse trabalho apresenta estudos sobre o desempenho analítico variando diversas 
condições experimentais e sobre o aumento da frequência analítica de um método baseado em 
microemulsificação, proposto recentemente pelo nosso grupo. Designado como MEC 
(microemulsification based method), ele consiste no uso do fenômeno da estabilização 
termodinâmica de dispersões (microemulsificação) para determinações analíticas, precisas ou 
preliminares. O MEC baseia-se no efeito do analito sobre a entropia de emulsões (turvas), o 
que afeta o processo de microemulsificação modificando a fração volumétrica mínima de 
anfifílico (AP) necessária para gerar microemulsões (MEs, transparentes). Essa fração (ΦME) 
expressa o sinal analítico da técnica, cuja medida é visual tal como se observa em titulações 
volumétricas clássicas. No MEC, contudo, o ‘ponto de viragem’ remete-se à transição turvo-
transparente e o ‘volume de titulante’ equivale ao volume mínimo de AP requerido para 
formar ME. Investigamos a influência de diferentes APs sobre o MEC, incluindo surfactantes 
iônicos (dodecilsulfato de sódio, SDS e brometo de cetiltrimetilamônio, CTAB) e não-iônicos 
(triton X-100, TX-100 e tergitol NP-9, TNP-9), além do hidrótropo n-propanol. O 
desempenho analítico foi investigado através da análise de diversas figuras de mérito para 
quantificação de etanol em água e em bebidas alcoólicas. TX-100, SDS e, especialmente, n-
propanol levaram aos melhores resultados do método em termos de robustez (frente a fatores 
intervenientes como variações na temperatura do meio, aumento da força iônica das soluções 
e desvios volumétricos de uma das fases do sistema) e exatidão. Ademais, um novo modo 
experimental foi proposto para aumentar a velocidade de determinações semi-quantitativas 
pelo MEC. Esse procedimento baseou-se no uso de uma placa de 96 poços e uma micropipeta 
multicanal, permitindo a análise de até 12 amostras com resolução máxima de 8 intervalos de 
concentração de analito. Essa abordagem é uma alternativa promissora para o controle de 
qualidade de muitos processos industriais. 
Palavras chaves: point-of-use, emulsão, microemulsão, detecção visual. 
ABSTRACT 
 
This study shows relevant results for improved understanding of microemulsification-
based method (called as MEC) recently proposed by our group. Herein, the use of the 
thermodynamic stabilization of dispersions (microemulsification) to accomplish precise or 
preliminary determinations is described. MEC relies on effect of the analyte on the entropy of 
emulsions (cloudy), changing the minimum volume fraction of amphiphile (AP) required to 
generate microemulsions (MEs). This fraction (ΦME) is the analytical signal of the method, 
which can be measured simply by visual inspection (direct observation with naked eyes) as 
similar to classic volumetric titration. In contrast, the ‘turning point’ in MEC is related to the 
cloudy-transparent conversion and the titrant volume is the minimum volume of AP required 
to get ME. Herein, the influence of different surfactants on MEC analytical performance was 
evaluated, including ionic (sodium dodecylsulfate, SDS and cetyl trimethylammonium 
bromide, CTAB), neutral (triton X-100, TX-100 and tergitol NP-9, TNP-9) surfactants, and 
the hydrotrope n-propanol. The analytical performance was assessed according to precision, 
linearity, robustness, and accuracy (merit figures) levels that were found for the determination 
of ethanol in water and commercial alcoholic beverages. TX-100, SDS, and, especially, n-
propanol led to the best analytical performance in terms of robustness (it was evaluated as a 
function of some intervening factors such as deviations in the volumetric preparation of the 
dispersions, ionic strength, and temperature) and accuracy. Furthermore, a new experimental 
mode was proposed to increase the analytical frequency of the MEC. This mode was based on 
semi-quantitative analyses using a 96-deep-well plate (DWP) and a multichannel micropipette 
to prepare the dispersions. It provided simultaneous screening analyses of up to 12 samples 
with a maximum resolution of 8 analyte concentration ranges in a single run. This approach is 
a promising alternative for continuous quality control in many industrial processes. 
Keywords: point-of-use, emulsion, microemulsion, naked-eye detection. 
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1.1. Análises point-of-use  
O desenvolvimento de dispositivos analíticos para ensaios rápidos do tipo point-of-use 
(POU) tem trazido impactos notáveis na química analítica devido ao grande número de 
vantagens e campo de aplicações. Esses dispositivos possuem baixo custo, requerem pequena 
quantidade de amostras, são portáteis e possuem uma operação simples e rápida, permitindo a 
realização de análises in situ sem a necessidade de operadores qualificados [1–4]. Aplicações 
de métodos POU incluem o controle de qualidade em linhas de produção de indústrias, a 
identificação de patógenos ou aditivos químicos em alimentos e o monitoramento ambiental 
[5,6]. Nesses casos, a realização de testes rotineiras com instrumentação analítica sofisticada e 
complexa é usalmente impraticável [4,7]. Além das áreas supracitadas, o desenvolvimento de 
dispositivos POU também é fundamental para o diagnóstico clínico de diversas doenças nas 
casas de pacientes, localizações remotas e com infraestrutura precária [8,9]. 
Em função da sua importância econômica e social conforme discutido acima, muitos 
dispositivos de teste rápido têm sido comercializados e amplamente utilizados. Um exemplo 
clássico é o teste de gravidez facilmente encontrado em farmácias de centros urbanos. Trata-
se de um método POU baseado em papel como substrato e fluxo lateral, onde há a indução da 
ação capilar ao adicionar a amostra em uma membrana ou tira de papel que contém reagentes 
impregnados. A captura do analito faz com que uma banda visível a olho nu se forme, sendo 
possível obter o diagnóstico sem a necessidade de um sistema sofisticado de detecção. Esse 
teste foi responsável pelo impulsionamento do desenvolvimento de plataformas POU para 
outras finalidades no final da década de 1970 [9–11]. Na ocasião, surgiram, por exemplo, os 
testes de diagnósticos de rotina para análise de urina e doenças infecciosas como a detecção 
do vírus da hepatite B, imunodeficiência humana (HIV) e tuberculose. Tais métodos baseiam-
se em dispositivos de papel com detecção visual pelo monitoramento da intensidade de cor e 
já existem comercialmente [12]. Esses incluem dipsticks para análises de urina e ensaios 
imunocromatográficos de fluxo lateral para testes de gravidez e também do vírus influenza. 
Mais recentemente, pesquisas para o controle de qualidade nas áreas industrial, de agricultura 
e segurança alimentar levaram ao surgimento de plataformas POU objetivando a detecção de 
contaminantes como pesticidas, metais pesados, alergênicos e micotoxinas em sementes e 
alimentos através dos testes de fluxo lateral [13,14]. No entanto, esses testes indicam apenas a 
presença ou ausência do analito (análises semi-quantitativas), o que em determinadas vezes 
18 
 
não atende a todas as necessidades de uma aplicação analítica. Determinações precisas são 
comumente obtidas mediante o uso de smartphones, os quais são amplamente acessíveis e 
usados em todo o mundo e permitem a transmissão remota de dados e o desenvolvimento de 
aplicativos (App) em Android de acordo com necessidades pontuais [15–17]. 
Nos últimos anos, surgiram novos métodos com detecção visual baseados em reações 
colorimétricas em bulk [14] ou sobre papel [12]. No primeiro caso, a resposta baseia-se no 
monitoramento da intensidade de cor [4,14], ao passo que os métodos em papel apresentam 
essencialmente três tipos de detecção: i) contagem do número de regiões coloridas após um 
tempo fixo [18], ii) medida do tempo necessário para o surgimento de cor [19] e iii) medida 
da distância de fluxo por capilaridade [4]. Assim como se observou no parágrafo anterior, 
todos essess métodos possibilitam geralmente apenas análises semi-quantitativas e análises 
quantitativas precisas são conseguidas também através do uso de smartphones [12]. Abaixo, 
seguem discussões sobre algumas dessas novas técnicas. Para maiores detalhes, consultar as 
referências [14], [12] e [20]. 
A sensibilidade de métodos colorimétricos com detecção visual pode ser melhorada 
através do uso de nanomateriais [4,5,14,21–23], como as nanopartículas de ouro (AuNRs). 
Essas nanopartículas podem ser usadas como catalisadores de reações de oxidação que levam 
à formação de soluções coloridas [14,21]. Por exemplo, Luo e colaboradores [22] mostraram 
que AuNRs são capazes de converter glicose em ácido glucônico e peróxido de hidrogênio na 
presença de oxigênio. Ao reagir com a enzima peroxidase, o peróxido de hidrogênio formado 
pode gerar compostos coloridos. Este estudo tem grande relevância para a quantificação de 
glicose em pacientes diabéticos e traz como vantagem a estabilidade das AuNRs uma vez que, 
ao contrário de biocatalisadores, não desnaturam em altas temperaturas e não são digeridas 
por proteases [22,23]. Outra aplicação em determinações colorimétricas visuais é baseada no 
comportamento óptico desses nanomateriais metálicos. Mudanças na morfologia (tamanho, 
forma e estado de agregação) de nanopartículas bem como nas propriedades dielétricas do 
meio levam a uma variação significativa na cor da solução. Em um trabalho recente, Ma e 
colaboradores [5] mostraram um imunoensaio multicolorido que contém soluções de cores 
vívidas obtidas pela corrosão seletiva de AuNRs em concentrações de analito distintas. Para 
exemplificar, a Figura 1 mostra que soluções marrons, cinzas, verdes, azuis, violetas, rosas, 
amarelas e transparentes podem ser observadas em resposta a diferentes concentrações de 
moléculas como ácidos nucleicos e proteínas. A detecção baseia-se na inspeção visual dessa 




Figura 1. Exemplo de um imunoensaio multicolorido em uma placa de ensaio. (Fonte: X. Ma, Z. Chen, 
P. Kannan, Z. Lin, B. Qiu and L. Guo, Anal. Chem., 2016, 88, 3227–3234.) 
 
comparação com sensores de cor única [5]. Como vantagem, essa abordagem diminui a 
suscetibilidade a interpretações pessoais e, assim, a erros subjetivos com relação às variações 
de intensidade e tonalidade de cor que ocorrem em uma única solução [4]. Apesar dessa 
vantagem, ressalta-se que o preparo dos substratos e reagentes deste método analítico 
multicolorimétrico envolve etapas diversas laboriosas e lentas de modo que a sua aplicação 
pode ser inviável em campo. Por fim, outros nanomateriais podem ser explorados em métodos 
colorimétricos visuais como o uso de cristais semicondutores em nanossensores fluorescentes 
[14]. Esses nanomateriais detectam a excitação de fluoróforos utilizando uma lâmpada 
ultravioleta. Apesar da sua seletividade, essa plataforma possui uma robustez pobre frente a 
interferências externas como a presença de oxigênio e iluminação externa, a qual pode inibir a 
emissão de muitos fluoróforos. 
Em relação aos métodos baseados em medida de distância de fluxo capilar em papel 
para quantificação visual, estudos recentes têm aperfeiçoado a sua precisão e a sua frequência 
analítica [4,11,24,25]. Em geral, o comprimento de uma banda colorida em papel modificado 
é dependente da concentação de analito. Apesar do princípio desses testes ser relativamente 
simples, muitos trabalhos reportam baixa precisão nas medidas com desvios-padrão maiores 
do que 20% [24]. Adicionalmente, o transporte da solução por capilaridade é lenta e a análise 
pode durar em média mais que 45 min. Para suprir tais desvantagens, Henry e colaboradores 
[24] desenvolveram um dispositivo em papel no qual a impressão de uma faixa indicadora 
(dimetilglioxima, DMG) possui um gradiente de intensidade de cor dependente da quantidade 
do analito (níquel, Ni), conforme pode ser observado na Figura 2a. A distância relativa à 
mudança da intensidade de cor dessa faixa indicadora, que se dá pela formação do complexo 
Ni(DMG)2, corresponde ao sinal analítico do método. Após a sobreposição de um filtro de 
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a)                                         b)                                 c)   
  
Figura 2. (a) Ilustração mostra a variação de intensidade de cor das faixas indicadoras em função da 
concentração de analito, (b) imagem do dispositivo baseado em papel contendo a janela de inspeção 
móvel e (c) ilustração esquemática mostrando a quantificação de analito através da correlação da 
última janela de inspeção que contém uma banda visível com a escala adjacente calibrada em valores 
de concentração em mmol L–1. (Adaptação: K. Yamada, D. Citterio, C.S. Henry; Lab Chip, 2018, 18, 1485-
1493). 
 
gradiente de cor, a seção da faixa que permanece visível pode ser observada por uma “janela 
de inspeção” móvel como mostra a Figura 2b. A quantificação do analito, por fim, é feita 
pela observação da última banda visível e da sua escala adjacente, previamente calibrada para 
valores de concentração de analito (mmol L–1) como ilustra a Figura 2c. Essa estratégia 
permite a triagem de distâncias indicadoras de concentração de analito com maior acurácia 
comparado aos métodos baseados na detecção de intensidade de cor e em menores tempos em 
relação às técnicas baseadas em distância de fluxo capilar sobre papel uma vez que elimina a 
etapa da ação de capilaridade da amostra em microcanais. 
Uma outra abordagem de método analítico com detecção visual foi reportada em 2014 
pelo nosso grupo [26]. Esse método, denominado MEC (microemulsification based method), 
atende aos requisitos de análises POU e consiste no uso inédito do fenômeno da estabilização 
termodinâmica de dispersões (microemulsificação) para determinações analíticas, precisas ou 
preliminares. Nesse fenômeno, a geração de nanogotas em microemulsões (MEs; dispersões 
transparentes) permite a realização de experimentos quantitativos mediante o monitoramento 
da turbidez do meio que consiste inicialmente de emulsões ou sistemas de Winsor (dispersões 
turvas). Mais especificamente, o MEC baseia-se no efeito do analito sobre a entropia de 
emulsões (constituídas das fases aquosa, oleosa e anfifílica), o que afeta a microemulsificação 
modificando a fração volumétrica mínima de anfifílico necessária para gerar ME (ΦME); esse 
parâmetro expressa o sinal analítico do MEC. Diferentemente do que ocorre em colorimetria 
onde o sinal varia com a intensidade de cor, a medida de ΦME baseia-se em uma informação 
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química binária, qual seja, a conversão turvo-transparente das soluções como pode ser visto 
na Figura 3. Isso permite determinações precisas com maior precisão por meio de detecção 
visual, como será discutido em maiores detalhes na seção ‘1.3’ desta introdução.  
 
1.2. Microemulsões 
Considerações gerais  
O termo microemulsão (ME) foi introduzido em 1943 por Hoar e Schulman como uma 
emulsão formada espontaneamente pela adição de um agente anfifílico em dispersão contendo 
água e óleo [27]. O uso das microemulsões, entretanto, já era conhecido desde o início do 
século passado onde as donas de casas australianas faziam misturas de água, óleo de eucalipto 
e flocos de sabão para lavar lã. Em relação às primeiras microemulsões comerciais, elas foram 
provavelmente as ceras líquidas descobertas por Rodawald em 1928 [28,29]. A relevância da 
aplicação das MEs só veio no final da década de 1970 quando a sua utilização aumentou 
significativamente o rendimento da recuperação de petróleo extraído de rochas porosas. A 
prática mostrou que a adição de uma mistura de água e surfactante reduzia a tensão interfacial 
dos poros das rochas, permitindo que o óleo fosse removido com maior facilidade e, assim, se 
mostrando um método lucrativo na área energética [30,31]. Desde então, a sua utilização foi 
ampliada para inúmeras aplicações como sistemas de liberação de fármacos, encapsulamento 
para formulações cosméticas e alimentícias funcionais, catálise e síntese de nanopartículas e 
filmes poliméricos [31]. 
No tocante às MEs em química analítica, destaca-se a sua utilização no processamento 
de amostras para determinações de traços metálicos. Um exemplo é a análise de espécies 




Figura 3. Ilustração de uma emulsão turva (à esquerda) e uma microemulsão transparente (à direita). 
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no meio ambiente e à saúde humana. Além disso, esses metais podem envenenar processos de 
refinamento de petróleo e causar a corrosão de tubulações durante o seu armazenamento e 
transporte.  Nessas análises, as MEs evitam etapas de diluição com solventes orgânicos ou a 
mineralização das amostras em técnicas espectrométricas de quantificação em combustíveis 
(ex. gasolina, diesel e biodiesel) [32].  Além de aplicações na área de preparo de amostras, o 
uso do fenômeno da microemulsificação em química analítica como um novo método para 




As MEs são compostas por dois domínios imiscíveis, denominados fases hidrofílica 
(W) e hidrofóbica (O), separados por uma monocamada de uma fase anfifílica (AP). 
Geralmente, a fase AP é composta por um surfactante e um álcool de cadeia média ou curta, 
conhecido como cossurfactante. A presença do cossurfactante é, muitas vezes, de grande 
importância para a formação das MEs uma vez que podem se empacotar entre as cadeias dos 
surfactantes na interface W-O, minimizando as repulsões elétricas e estéricas dos seus grupos 
polares [31,33].  
Em alguns casos, álcoois monohidroxilados de cadeia curta como o etanol e o 
propanol são suficientes para a estabilização de dispersões, prescindindo o uso de surfactantes 
convencionais (de cadeia apolar longa). Esses álcoois são denominados hidrótropos e, ao 
contrário dos surfactantes, não formam cristais líquidos ou micelas. MEs formadas com 
hidrótropos foram descritas pela primeira vez por Smith e colaboradores em 1977 e têm sido 
utilizadas como meio reacional para reações catalisadas por enzimas. Esses sistemas 
apresentam comportamento de fase e tensão interfacial similar àqueles compostos por 
surfactantes [34–36]. 
As MEs diferem-se das emulsões em diferentes aspectos, incluindo a estabilidade 
termodinâmica e a dimensão de gotículas (turbidez). Ao contrário das emulsões que são 
estáveis apenas cineticamente, as MEs são dispersões isotrópicas e estáveis do ponto de vista 
termodinâmico. Os diâmetros hidrodinâmicos das gotículas dispersas nas MEs variam desde 
unidades de nm até aproximadamente 300 nm; nas emulsões, esses diâmetros exibem valores 
entre 1 e 10 μm o que interfere diretamente na turbidez do meio. Enquanto que as MEs são 
opticamente transparentes, os meios emulsivos se apresentam visualmente turvos em função 
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do espalhamento da radiação na região do visível pelas gotículas de W ou O dispersas na fase 
externa da dispersão [31,37].  
As diferenças supracitadas decorrem de uma maior atividade superficial (densidade de 
adsorção na interface W-O) para o caso das MEs conforme será discutido a seguir. De acordo 
com a isoterma de adsorção de Gibbs, a tensão interfacial (γi) diminui com a concentração de 
AP adsorvido na interface W-O como mostra a equação: 
γi − γo = − RT ln(Ci )Γ      Equação (1) 
onde γo é a tensão interfacial inicial (antes da adição de AP), Γ é a concentração superficial 
em excesso de AP na interface e Ci é a sua concentração no seio da solução. Essa redução nos 
valores de γi com a adição de AP leva à estabilização termodinâmica das emulsões, com a 
consequente formação das MEs (microemulsificação). Tal fenômeno se explica, inicialmente, 
pela adsorção gradual do anfifílico na interface W-O, a qual gera uma pressão superficial (π) 
devido às interações laterais entre os seus grupos polares e apolares como mostra a Figura 4. 
Diferentemente da tensão interfacial, π contribui para expansão das gotículas presentes nas 
dispersões reduzindo, assim, o valor de γi como segue:  
γi = γ0 – π        Equação (2) 
O valor de π é dado pelo somatório das pressões resultantes das interações entre os grupos 













Figura 4. (a) Molécula de anfifílico contendo o grupo polar (p) e o grupo apolar (n) e (b) atividade 
superficial na interface entre as fases W e O. A pressão superficial é dado pelo somatório das pressões 




explica, portanto, a redução de γi com a adição de AP. Por outro lado, isso gera a 
estabilizaçãotermodinâmica de dispersões W-O devido ao aumento da entropia, ou seja, 
diminuição da energia livre de Gibbs (G) como mostra a equação [31,37]:  
dG = – γi  dσ        Equação (3) 
em que σ representa a área interfacial. 
O comportamento de um sistema contendo três componentes (fases W, O e AP) pode 
ser representado por um diagrama de fase ternário em uma dada condição fixa de temperatura 
e pressão. Em baixas concentrações da fase AP, existe uma sequência de equilíbrios entre as 
regiões heterogêneas (abaixo da curva binodal), comumente chamados de sistemas de Winsor. 
Essas regiões apresentam MEs em equilíbrio com excessos das fases puras O (Winsor I), W 
(Winsor II) ou ambas as fases (Winsor III) como mostra a Figura 5. Nesse caso, observamos 
que o sistema Winsor I contém a fase W preferencialmente na fase AP e há a formação de ME 
do tipo fase hidrofóbica em fase hidrofílica (O/W). No sistema Winsor II, a fase O permanece 
preferencialmente na fase AP com uma ME do tipo fase hidrofílica em fase hidrofóbica 
(W/O). O sistema Winsor III, por sua vez, contém na ME quantidades similares das fases W e 
O, as quais coexistem em equilíbrio com excessos dessas fases puras [31,33,38,39]. Para MEs  
  
Ap não-iônicoAp não-iônicoAp não-iônico
W                                               O            W                                              O            W   O












Figura 5. (a) Exemplos de diagramas de fases ternários representando sequencialmente os sistemas 
Winsor I, III e II e (b) os respectivos sistemas das MEs em equilíbrio contendo excesso de fase O, 
quantidades iguais das fases O e W e excesso de fase W. (Adaptação: C. Stubenrauch, T. Sottmann, 
Microemulsions: Background, New Concepts, Applications, Perspectives, 2009, cap. 1, 4). 
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baseadas em surfactantes não-iônicos, a transição I→ III → II pode ocorrer com o aumento da 
temperatura o que se deve a variações em πW e πO. Em temperaturas baixas, a hidratação dos 
grupos polares é favorecida ao passo que o número de conformações dos grupos apolares do 
AP é reduzido levando a um aumento em πW e diminuição em πO, respectivamente. Logo, há 
um aumento na interação entre as fases AP e W e redução na interação entre AP e O, cujas 
frações passam a ser observadas no meio como fases puras. Do modo contrário, um aumento 
na temperatura resulta em uma elevação de πO e diminuição de πW. Por conseguinte, há um 
aumento na interação entre as fases AP e O com separação de frações da fase pura W [31,40]. 
Para MEs com surfactantes iônicos, essa mesma transição I → III → II pode ocorrer com o 
aumento da quantidade de eletrólitos na solução aquosa. Esta condição faz com que haja uma 
competição entre os grupos polares iônicos dos surfactantes e dos eletrólitos pela água de 
hidratação, o que leva a uma redução gradual nos valores de πW [41]. É importante destacar 
que os sistemas Winsor são turvos e instáveis termodinamicamente, sujeitos a separação das 
fases após um período de tempo sem agitação pelo fenômeno da coalescência. Por fim, a 
região acima da curva binodal na Figura 5 é composta pelas MEs [42]. 
 
1.3. Método MEC 
Trabalhos prévios 
Em trabalhos prévios, o método MEC foi testado em diversas aplicações que atendem 
aos requisitos de experimentos POU. Por exemplo, um dos primeiros estudos do MEC foi a 
quantificação de monoetilenoglicol (MEG) em amostras associadas ao processamento de gás 
natural liquefeito (GNL), fornecidas pelo Centro de Pesquisas e Desenvolvimento Leopoldo 
Américo Miguez de Mello (CENPES, Rio de Janeiro-RJ) da Petrobras [26,43]. O MEG 
modifica as funções de estado termodinâmicas de pressão e temperatura do produto, evitando 
a formação de hidratos nas linhas de produção. Entretanto, a extração do MEG das amostras 
de GNL é desejada após seu uso uma vez que esse diálcool provoca perda de qualidade do 
produto final além de envenenamento catalítico e poluição ambiental. Desta forma, o 
monitoramento do MEG é necessária para avaliar a eficiência desta etapa de regeneração. As 
determinações de MEG pelo MEC se mostraram exatas em relação aos dados obtidos por 
titulação iodométrica, método convencional usado pela equipe técnica da Petrobras. 
O MEC foi aplicado também na determinação de etanol gerado em amostras de cana-
de-açucar fermentadas [44]. O monitoramento dessa espécie durante a fermentação alcoólica 
na produção de etanol combustível é fundamental para detectar não-conformidades bem como 
26 
 
para proporcionar uma eficiência de produção elevada. As amostras usualmente apresentam 
uma variedade de espécies como íons, açúcares e álcoois e requerem a utilização de método 
indiretos para determinação de etanol devido à complexidade química dessas amostras. Nesse 
caso, análises seletivas são comumente obtidas através de técnicas como cromatografia em 
fase líquida de alta eficiência (high performance liquid chromatography, HPLC), eletroforese 
capilar e separação por difusão em fase gasosa incorporando detecção eletroquímica ou 
óptica. Surpreendentemente, o MEC gerou determinações diretas exatas de etanol em 
amostras de caldo de cana-de-açúcar fermentado sem o auxílio de técnicas instrumentais de 
detecção. 
Outra aplicação do MEC contempla a análise da adulteração de etanol combustível por 
água em determinações diretas [26] e indiretas mediante acoplamento com a separação por 
difusão em fase gasosa [45]. Essa etapa consistiu na partição de espécies voláteis e semi-
voláteis presentes na amostra para uma solução receptora (água) através de uma membrana 
hidrofóbica, microporosa e permeável a gás de politetrafluoretileno (PTFE). Os dados desse 
trabalho são importantes uma vez que demonstram a possibilidade da realização de análises 




Como mencionado anteriormente, a resposta analítica do método MEC não depende 
da intensidade da turbidez, mas apenas da transição turvo-transparente. Deste modo, a rotina 
experimental do MEC é similar àquela de titulações volumétricas clássicas sendo que o 
‘volume de titulante’ equivale ao volume mínimo de anfifílico requerido para estabilização de 
dispersões água-óleo, gerando MEs. A transição turvo-transparente que ocorre nesse processo 
atua como um ‘ponto de viragem’, o que permite a detecção visual do sinal analítico: a fração 
volumétrica percentual do volume mínimo de anfifílico necessário para microemulsificação 
(ΦME). Nesse caso, contudo, cabe destacar que o ‘ponto de viragem’ não está associado a uma 
reação química como ocorre em uma titulação volumétrica tradicional, mas a perturbações na 
entropia de dispersões em função da concentração do analito. Essa espécie pode estar presente 
em qualquer uma das fases do meio (W, O ou AP). Por conseguinte, conclui-se que o MEC 
pode ser aplicado a amostras hidrofílicas, hidrofóbicas ou anfifílicas.  
Nos trabalhos anteriores, as análises pelo MEC foram realizadas através de uma rotina 
em batelada que consistiu na formação de ME com o auxílio de pipetas e tubos Eppendorf® 
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como esquematizado na Figura 6(a), a qual considera que o analito se encontra presente na 
fase W. Inicialmente soluções da fase W são preparadas alterando a quantidade de analito 
(reagente padrão) para construção da curva analítica. Em seguida, misturas W-O são 
preparadas nos tubos em uma razão de volume específica. Então, a formação das MEs é 
conduzida agitando vigorosamente a dispersão e adicionando-se gradualmente AP até ocorrer 
a transição turvo-transparente. A agitação pode ser feita manualmente ou em vórtex, ao passo 
que a mudança visual do meio turvo (emulsão) para transparente (ME) pode ser facilmente 
observada como apresenta a Figura 6(b). Obtém-se, dessa maneira, a curva analítica que 
relaciona ΦME com a concentração de analito. Para aplicação a amostras reais, a 
microemulsificação é feita usando a amostra diretamente como fase W. Por fim, após a 
medida visual de ΦME, a concentração do analito é estimada usando a equação da reta de 
regressão linear ajustada para a curva analítica pelo método dos mínimos quadrados. 
O protocolo experimental do MEC varia de acordo com a natureza do solvente das 
amostras de modo que o analito pode também estar presente na fase O ou AP da dispersão 
como supracitado. Quando o solvente é anfifílico, os padrões necessários para a construção da 
curva analítica são adicionados na fase AP, enquanto que a amostra é utilizada diretamente 
como anfifílico da microemulsificação para aplicação do MEC. Quando o solvente da amostra 
é apolar, a rotina é similar àquela apresentada na Figura 6. Nesse caso, no entanto, os padrões 







Figura 6. (a) Ilustração esquemática da rotina analítica do MEC em batelada quando o analito se 
encontra na fase W e (b) tubos com uma emulsão turva e uma ME transparente. Durante o processo de 
microemulsificação, a transição turvo-transparente ocorre de maneira abrupta tal como ocorre com a 
cor em titulações volumétricas clássicas. 
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Estudo do desempenho analítico do método MEC e aplicação 
Neste trabalho, o método MEC foi testado em diferentes condições experimentais para 
a determinação de etanol (analito) em água. Inicialmente, a rotina analítica em batelada do 
MEC foi exaustivamente utilizada para estudar a influência de parâmetros externos sobre o 
desempenho analítico do método. Estes parâmetros, denominados fatores intevenientes, foram 
i) variações de temperatura do meio, ii) aumentos da força iônica e iii) desvios na preparação 
volumétrica das dispersões (como serão detalhados nas seções a seguir). Pela primeira vez, 
estes estudos foram conduzidos por surfactantes de cárater não-iônicos e iônicos e um 
hidrótropo como fases APs em domínios de dispersões dos tipos W/O, O/W e domínios 
bicontínuos. Com base na avaliação das figuras de mérito obtidas nesta primeira parte do 
trabalho, as composições de dispersões e APs que geraram melhores desempenhos analíticos 
foram utilizados para quantificar o etanol em bebidas alcoólicas comerciais (aplicação do 
método).  
O mercado de bebidas alcoólicas cresce a cada ano, sendo estimado a atingir o valor 
US$ 1.369,5 bilhões até o final de 2018. As bebidas destiladas representam 50,1% do 
consumo global de bebidas alcoólicas comerciais, seguidas de cerveja (34,8%) e vinho (8,0%) 
[46]. Logo, a análise quantitativa de etanol nesses insumos comerciais é relevante para 
assegurar a qualidade desses produtos, além de ser um parâmetro que afeta a taxação de 
impostos por órgãos reguladores [47]. Os métodos usuais para determinar etanol em bebidas 
alcoólicas incluem: densitometria [48], cromatografia [47,49,50], UV-vis [51],  infravermelho 
[52,53] e biossensores enzimáticos eletroquímicos [54]. Os métodos oficiais designados pela 
Associação Oficial de Químicos Analíticos (AOAC) para o monitoramento do teor de etanol 
em bebidas alcoólicas são a densitometria (AOAC 920.57 e 982.10) e a cromatografia gasosa 
(GC) (AOAC 984.14) [48]. A densitometria é simples e não exige padrões. No entanto, as 
amostras devem ser previamente destiladas, representando uma desvantagem para o 
monitoramento contínuo. Em indústrias, a análise da concentração de etanol é realizada 
geralmente através de GC ou HPLC. Nesse trabalho, a quantificação de etanol (% v/v) em 
bebidas alcoólicas comerciais foi obtida através do método MEC e as medidas de exatidão 





2.  OBJETIVOS 
Os objetivos deste trabalho podem ser sumarizados em: 
(i) Investigar o desempenho analítico do método MEC para diferentes tipos de AP. Em 
cada caso, figuras de mérito como sensibilidade, detectabilidade, exatidão e robustez 
foram avaliadas mediante a quantificação de etanol em água e bebidas alcoólicas 
(objetivo geral). 
(ii) Propor uma rotina experimental que aumente a frequencia analítica do MEC visando a 
torná-lo viável para análises rotineiras (objetivo geral). 
(iii) Estudar a robustez do método para cada AP frente ao efeito de fatores intervenientes 
como variações na temperatura, na força iônica do meio e na preparação volumétrica 
das dispersões (objetivo específico). 
(iv) Definir a composição das dispersões e APs que geram o melhor desempenho analítico 




3.1.   Material e equipamentos 
Etanol, n-propanol e n-octanol foram adquiridos da Merck (Whitehouse Station, NJ) e 
o ácido oléico foi fornecido pela Labsynth (São Paulo, Brasil). Os surfactantes triton X-100 
(TX-100), tergitol NP-9 (TNP-9), brometo de cetil trimetil amônio (CTAB) e dodecilsulfato 
de sódio (SDS) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Água deionizada com 
resistividade de 18 MΩ cm foi obtida num sistema de purificação (Milli-Q, Millipore Corp., 
Bedford, MA). Bebidas alcoólicas comerciais foram adquiridas em supermercado da cidade 
de Campinas, SP. As amostras foram 2 uísques, 1 vinho branco, 2 vodkas, 2 cachaças, 1 rum e 
2 vinhos tintos. As dispersões foram feitas em tubos de 2 mL (Eppendorf, NY) e em placas de 
ensaio e armazenamento com 96-poços de capacidade de 1,2 mL (Axygen, NJ). Ademais, 
foram usadas micropipetas eletrônicas automáticas e manuais monocanais (Eppendorf, NY) e 
multicanais (Gilson, WI). As medidas de condutividade foram feitas no condutívimetro AJX-
522 AJ Micronal (São Paulo, Brasil). As análises de cromatografia em fase gasosa foram 
feitas no cromatógrafo GC-2010 (Shimadzu, Kioto, Japão) com detector de ionização de 




3.2.   Método baseado em microemulsificação 
Neste trabalho, as análises pelo MEC foram realizadas, a princípio, através da rotina 
em batelada como mostrada na Figura 6. Inicialmente, misturas W-O foram preparadas 
usando diferentes frações volumétricas de fase O em fase W (Φo, % v/v), totalizando um 
volume final de 600,0 µL. As fases O e W foram compostas por ácido oléico e soluções de 
etanol em água, respectivamente.  Em seguida, a geração de ME foi conduzida acrescentando-
se AP à mistura W-O até a transição turvo-transparente. Para a fase AP, diferentes anfifílicos 
foram testados: um hidrótopo puro, o n-propanol, dois surfactantes não-iônicos em diferentes 
composições, sendo 25% Triton X-100 v/v em n-propanol (TX-100) e 50% Tergitol NP-9 v/v 
em n-octanol (TNP-9) e surfactantes aniônico, dodecilsulfato de sódio (SDS), e catiônico, 
brometo de cetil trimetil amônio (CTAB). Ambos os surfactantes iônicos foram preparados 
em solução (25,0% m/m em água) e, posteriormente, em etanol (1:1 v/v). Esses surfactantes 
foram escolhidos pela sua utilização ampla na literatura científica, o que inclui aplicações em 
sínteses e formulações de produtos industriais [42,55–61]. A fração volumétrica mínima de 
AP necessária para gerar ME, simbolizada por ΦME, foi medida visualmente a olho nu. 
As dispersões foram obtidas em tubos com capacidade de 2 mL. As frações das fases 
W, O e AP foram adicionadas com auxílio de uma pipeta eletrônica (Eppendorf, NY). Para 
acelerar a obtenção das dispersões, as misturas foram agitadas vigorosamente com auxílio de 
um vortex IKA (Staufen, Alemanha) desde que a atividade superficial nas interfaces W-O 
depende da difusão de AP através do meio líquido contínuo. De acordo com a primeira lei de 
Fick, o fluxo de difusão é governado pelo gradiente de potencial químico [31]. Logo, 
enquanto que a homogeneização da dispersão pode levar um longo tempo em regime 
estacionário, a agitação possibilitou a formação das MEs em poucos segundos. Por fim, para 
assegurar o controle de temperatura, as dispersões foram deixadas num banho termostatizado 
Lauda (Königshofen, Alemanha) por 3 a 5 minutos. Essa rotina experimental em batelada do 
método MEC foi utilizada para construção dos diagramas de fases ternários, obtenção das 
curvas analíticas, estudo da robustez do método e determinação de etanol em bebidas 
alcóolicas comerciais conforme descritos a seguir. 
 
3.3   Comportamento de fase 
Como mencionado anteriormente, o sinal analítico do método MEC corresponde à 
fração volumétrica mínima de fase AP necessária para formar ME. Este sinal analítico, 
simbolizado por ΦME (% v/v) , foi obtido matematicamente através do volume de AP gasto 
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para obtenção da ME sobre o volume final da dispersão. Este valor de ΦME foi determinado 
para diversas composições de dispersões a 23 ºC com a finalidade de obter diagramas de fases 
ternários utilizando as 5 fases de AP, ácido oleico (fase O) e água deionizada (fase W). Com 
esta finalidade, as misturas W-O foram preparadas usando diferentes frações volumétricas da 
fase O em W (Φo, % v/v), que variaram de 5,0 a 95,0 % v/v. A partir dos diagramas de fase, 
foi possível avaliar relativamente a atividade superficial gerada por cada fase anfifílica. 
 
3.4.  Figuras de Mérito 
Linearidade, sensibilidade e detectabilidade 
 O desempenho analítico do MEC foi avaliado utilizando diferentes APs como descrito 
anteriormente. Para fase W, o etanol (analito) foi adicionado previamente em água deionizada 
com concentrações de 5,0 a 70,0% v/v para construção de curvas analíticas que relacionaram 
ΦME com ΦE. Essas curvas possibilitaram o cálculo da sensibilidade analítica (S), do limite de 
detecção (LD) e do coeficiente de determinação (R2), os quais expressaram matematicamente 
a sensibilidade, a detectabilidade e a linearidade das análises, respectivamente. Em todos os 
casos, os testes foram feitos a 23 ºC para três composições de misturas W-O: i) dispersões 
com excesso da fase W (região A), ii) dispersões bicontínuas (região B) e iii) dispersões com 
excesso de O (região C). Especificamente, as misturas W-O foram preparadas em proporções 
volumétricas distintas contendo 5,0% (A), 50,0% (B) e 95,0% v/v (região C) de O em W.  
A sensibilidade, S, expressa a habilidade do método em discriminar entre pequenas 
diferenças na concentração do analito. Sua medida foi feita através de uma regressão linear 
entre os valores obtidos de ΦME em função da fração volumétrica de etanol na fase W (ΦE, % 
v/v). Esse parâmetro foi determinado pela inclinação da reta (coeficiente angular). Já o limite 
de detecção, LD, equivale à menor concentração do analito que pode ser detectada com certo 
grau de confiança. Esse parâmetro depende da magnitude do sinal em relação à flutuação das 
medidas do branco (meio onde o analito é preparado) [62]. Nesse trabalho, o LD foi calculado 
usando uma relação sinal-ruído de 3 e n = 4 (número de medidas para uma dada condição) de 
acordo com a equação: 
LD = 3 * sb / S      Equação (4) 
onde sb é o desvio padrão das medidas do branco (dispersões preparadas sem adição de etanol 
na fase W, ou seja, a fase hidrofílica foi composta apenas por água deionizada). Por outro 




A robustez diz respeito a quão a resposta do método é afetada por pequenas variações  
em fatores intervenientes, sejam experimentais como o preparo das soluções, externos como a 
temperatura ou físico-químicos como a força iônica [62]. Nesse trabalho, a robustez do MEC 
foi testada exaustivamente através da mudança dos parâmetros supracitados, quais sejam: (i) 
desvios padrões relativos (relative standard deviation, RSD) na preparação volumétrica das 
dispersões, com aumentos de 5,0% e 10,0% em Φo (fração volumétrica da fase O em W), (ii) 
variações de temperatura do meio (20, 26 e 29 ºC) e (iii) o aumento da força iônica da fase W. 
Nesse caso, as fases W foram preparadas pela adição de etanol em diferentes meios aquosos 
salinos: 10,0 e 500,0 mmol L–1 de NaCl e 10,0 mmol L–1 de Na2SO4 e CaCl2. Essas soluções 
tiveram as condutividades medidas no condutivímetro (Micronal, São Paulo, Brasil). 
A Figura 7 traz um diagrama esquemático do estudo de robustez contemplando todas 
as variações realizadas. Cada um desses fatores intervenientes foram avaliados sistematica  e 
exaustivamente através da obtenção das dispersões nas regiões A, B e C do diagrama de fases 
e usando as diferentes fases AP (n-propanol, TX-100, TNP-9, SDS e CTAB) com n = 4. Em 
todos os casos, o nível de robustez foi avaliado pelo erro absoluto (ΔΦE) como segue: 
ΔΦE (%, v/v) = ΦE(fator interveniente) – ΦE (referência)  Equação (5) 
em que ΦE(fator interveniente) é a concentração de etanol segundo a curva analítica obtida na 




As fases W foram preparadas pela adição de etanol em diferentes soluções aquosas 
contendo: 10,0 e 500,0 mmol L-1 de NaCl, 10,0 mmol L-1 de Na2SO4 e CaCl2
Robustez: temperatura
20, 23, 26 e 29ºC.
Robustez: desvios na preparação volumétrica
Desvios de 5,0% e 10,0% v/v em ɸo
(fração volumétrica da fase O na fase W).
Para a fase AP, foram investigados: 






Figura 7. Ilustração das etapas da rotina analítica em batelada do MEC com destaque para os fatores 




determinada utilizando para tal a curva analítica sem essas variações (medidas a 23 ºC). Esses 
valores foram calculados para as concentrações analíticas de etanol de 7,0, 30,0 e 60,0% v/v 
na fase W. 
 
Exatidão 
A exatidão (ou acurácia) expressa o grau de concordância entre o valor medido e o 
valor de referência [62]. Nesse trabalho, a avaliação da exatidão foi feita pela comparação dos 
dados de ΦE obtidos pelo MEC em comparação com aqueles determinados por cromatografia 
gasosa com detector de ionização de chama (gas chromatography with flame ionization 
detector, GC-FID; esses dados foram assumidos como sendo de referência) para determinação 
precisa de etanol em bebidas alcoólicas. 
Nesse trabalho, a quantificação de etanol (% v/v) em bebidas alcoólicas comerciais foi 
baseada na norma AOAC 984.14 utilizando-se a técnica de GC-FID. As análises foram feitas 
na Central Analítica do Instituto de Química da Unicamp através do equipamento GC-2010 
(Shimadzu, Kioto, Japão). O injetor operou a 250 ºC e o detector a 280 ºC. O forno foi 
mantido a 85 °C durant 2 min, levado a 260 ºC com uma taxa de aquecimento de 35 °C min-1 
e, enfim, mantido a 260° C por 11 min. O volume de amostra injetado foi de 0,5 µL no modo 
split de 200:1. Nesses ensaios, foi usado o n-propanol em água (5,0% m/m) como padrão 
interno para quantificação. A conversão dos valores para % v/v foi realizada através da massa 
específica de cada amostra determinada em um densímetro digital modelo DMA 4500 (Anton 
Paar, Graz, Austria) e da massa específica do etanol. 
Com relação às medidas realizadas através do método MEC, inicialmente foram 
analisadas 3 amostras de bebidas, uísque, vodka e cachaça, designadas como b1, b2 e b3, 
respectivamente, as quais foram diretamente aplicadas como fase W. Novamente, usamos os 
diferentes APs e composições de mistura W-O. Por fim, as fases de AP que tiveram 
desempenhos analíticos satisfatórios foram escolhidas para análise de outras 7 amostras; rum, 
vodka, cachaça, uísque e dois vinhos tintos, denominadas de b3 a b10, respectivamente. 
 
Aumento da frequência analítica 
A realização do MEC tal como uma titulação, com a adição gradual de AP até a 
transição turvo-transparente, permite quantificações precisas. Embora essa rotina seja atrativa 
para análises em campo, por exemplo, ela envolve muitas etapas de pipetagem, o que a torna 
inviável para análises rotineiras, quando são desejáveis ensaios de alta frequência analítica. 
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Com o objetivo de aumentar a velocidade de análise do método, um outro procedimento foi 
desenvolvido através do uso de uma micropipeta multicanais e placas de ensaio com 96 poços 
profundos (deep well plate, DWP). Essa segunda rotina analítica, abreviada de modo DWP, 
permite apenas medidas semi-quantitativas e é adequada para análises de triagem (screnning 
analyses), relevantes para muitas aplicações como o monitoramento ambiental e análises de 
determinados lotes de produtos comerciais para averiguar se estão dentro da especificação de 
parâmetros de qualidade.  
No modo DWP, considerando-se o solvente da amostra como sendo polar, dispensam-
se inicialmente alíquotas de mesmo volume da fase O nos 96 poços da placa DWP. Em 
seguida, adiciona-se um volume específico de AP em cada linha da placa. Essas linhas variam 
de A a H como mostra a Figura 8(a). Os volumes da fase AP em cada linha são aumentados 
gradualmente. Após essa etapa, as amostras (fase W) são adicionadas, em volumes iguais, em 
cada coluna (denominadas de 1 a 12) da placa de ensaio. Por último, a placa pode ser vedada 
com tampas de polipropileno (PP), ilustradas na Figura 8(b), e agitada manualmente. Com 
esse procedimento é possível observar a formação de emulsões/sistemas de Winsor (turvos) e 
MEs (transparentes) nos 96 poços da placa DWP. Identificando o primeiro poço que tornou-se 
transparente em cada coluna (considerando-se de A até H), é possível obter o intervalo do teor 
de etanol a partir de uma correlação com o volume de anfifílico adicionado naquela linha. 
Os intervalos obtidos para ΦE (% v/v) através das análises screening foram comparadas 
com as determinações precisas de ΦE (%, v/v) utilizando o protocolo em batelada do MEC. A 
Figura 9 esquematiza as etapas de adição das fases O, AP e W. Com esse procedimento, é 
possível analisar até 12 amostras com 8 intervalos de concentração após um mesmo ciclo de 








podem ser previamente preparadas e armazenadas na DWP até o momento da análise 
(adiçãoda amostra, fase W). Isso viabiliza o preparo de um kit de análises para determinações 
in-situ. Como exemplo, atualmente, um kit do MEC encontra-se em fase de testes em uma 
plataforma marítima da Petrobras (Santos, SP). Esse kit consiste de frascos e seringas de 
plástico, mas baseia-se no mesmo princípio do modo experimental DWP, permitindo análises 
semi-quantitativas em amostras de processamento de GNL por operadores não qualificados. 
 Os APs e as composições de misturas W-O utilizados nas análises em batelada 
também foram testados pelo protocolo DWP. Os volumes de AP variaram gradualmente ao 
decorrer das linhas de acordo com os valores de ΦME da curva analítica (obtida em batelada) 
referentes a determinados valores de ΦE. Essas análises foram feitas a temperatura ambiente 







Figura 9. Procedimento esquemático do modo experimental DWP. (a) Adição de volumes iguais da 
fase O na placa de 96 poços. (b) Adição de volumes de AP com aumentos gradativos para diferentes 




AP na placa DWP, esse mesmo procedimento foi feito em outras 7 placas. Imediatamente 
após a adição das fases O e AP, as placas foram vedadas com uma película Parafilm M® e, 
posteriormente, com tampas de PP. Três placas foram armazenadas a temperatura ambiente e 
analisadas após 1, 2 e 3 semanas, quando, na ocasião, houve adição das amostras de bebida. 
As outras placas foram mantidas refrigeradas a 4 ºC e analisadas após 1, 3, 5 e 7 semanas. 
 
4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
4.1. Comportamento das fases 
Diâmetro hidrodinâmico de gotas nas MEs 
Como descrito anteriormente, uma mistura ternária composta por W, O e AP apresenta 
regiões distintas em um diagrama de fases que podem ser diferenciadas pelo aspecto visual, 
sendo uma fase homogênea e opticamente transparente formadas pelas MEs e uma região 
multifásica e turva caracterizada pelas emulsões ou sistemas de Winsor [31]. Essas dispersões 
heterogêneas são termodinâmicamente instáveis e podem produzir duas ou mais fases após 
um período de repouso. Esse fenômeno foi observado nos tubos utilizados no protocolo em 
batelada do MEC para os casos em que os volumes de AP adicionados não foram suficientes 
para a geração de ME. Geralmente, a caracterização dessas dispersões é feita por diferentes 
técnicas instrumentais como a microscopia eletrônica baseada em preparação criogênica [63], 
espalhamento dinâmico de luz (dynamic light sccatering, DLS) [58,64–68], ressonância 
magnética nuclear (RMN) [61,69,70], espectroscopia [28,63] e condutividade [28].  
O DLS foi usado recentemente por nosso grupo [26] para a determinação do diâmetro 
hidrodinâmico (dh) das MEs preparadas através do protocolo em batelada do método MEC. 
Em linhas gerais, o DLS é uma técnica não-destrutiva de espalhamento de luz que monitora o 
movimento browniano de nanogotas, partículas ou agregados num sistema heterogêneo como 
as MEs. A diferença entre a difusão de nanogotas grandes e pequenas em um determinado 
solvente é correlacionada com as flutuações de intensidade da luz espalhada ao longo de um 
intervalo de tempo. Essas flutuações fornecem informações matemáticas para estimar o dh das 
MEs através da equação de Stokes-Einstein [64,67,68]. Nos estudos realizados pelo grupo, as 
MEs foram compostas por água (W), clorobenzeno (O) e etanol (AP) em diferentes regiões do 
diagrama de fase ternário (dispersões com diversas razões de O em W, ΦO, variando de 10% a 
90% v/v). As amostras foram preparadas a 23 ºC e filtradas com auxílio de microseringa em 
filtro de fluoreto de polivinilideno (PVDF) de 0,22 µm. Os resultados de DLS mostraram que 
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o dh das dispersões visualmente transparentes variou de 1 a 11 nm, o que é condizente com 
resultados de DLS da literatura científica para MEs baseados em hidrotropos. Por exemplo, 
Klossek e colaboradores [64] determinaram que as MEs compostas por água, octanol e etanol 
(Fase A, O e AP, respectivamente) possuem valores de dh em torno de 1 a 4 nm. Em outra 
investigação, Hou e colaboradores [63] estudaram o sistema n-propanol, água e ácido oléico e 
encontraram valores de dh entre 5 a 11 nm para MEs do tipo W/O utilizando a mesma técnica 
instrumental.   
 
Diagramas de fases 
As estruturas moleculares dos APs TNP-9, TX-100, CTAB e SDS estão ilustradas na 
Figura 10 (a) e os diagramas de fases dos sistemas ternários desses anfifílicos não-iônicos e 
iônicos estão representados nas Figura 10 (b) e (c). As regiões abaixo e acima da curva 
binodal são referentes a dispersões heterôgeneas e MEs, respectivamente. Ao observar as 
curvas binodais dos APs não-iônicos, podemos notar que o TX-100 apresentou a maior 
eficiência (requereu menores valores de ΦME). A eficiência dos surfactantes foi descrita por 
Stubenrauch [31] como uma das questões centrais para a formulação de MEs. Ele descreveu 
que APs não-iônicos do tipo n-alquil polioxietilenoglicol (CiEj) geralmente apresentam maior 
eficiência com o aumento da cadeia alquílica (i) e do grupo polar ou número de grupos de 
óxido de etileno (j). Este efeito está diretamente relacionado com a habilidade das moléculas 
de AP em permanecerem na interface W-O levando a maiores atividades superficiais e, logo, 
reduções mais proeminentes de γi [31]. 
Ambos os surfactantes não-iônicos TNP-9 e TX-100 possuem 8 carbonos na cadeia 
apolar e são do tipo alquil polioxietilenoglicol. Apesar disso, o TX-100 possui uma maior 
atividade superficial devido à sua cadeia ramificada. Isso leva a pressões superficiais, πO, 
maiores aumentando o número de conformações moleculares e interações laterais do AP na 
interface W-O. Como consequência, as reduções em γi e ΔG são mais proeminentes [31].  
Além disso, o 1-octanol é o cossurfactante do TNP-9, enquanto que o TX-100 foi 
preparado em n-propanol. Como os álcoois de cadeia longa (C6 a C8) apresentam uma menor 
densidade de empacotamento entre os surfactantes na interface W-O, a contribuição do 1-
octanol para a redução de γi é menor do que aquela do n-propanol. Esse resultado está 
coerente com outros trabalhos da literatura. Por exemplo, Alany e colaboradores [71] 
demonstraram que álcoois de cadeias menores apresentam melhores resultados na otimização 





















       



















Figura 10. (a) Estruturas moleculares dos surfactantes (I) Tergitol NP-9, TNP-9, (II) Triton X-100, 
TX-100, (III) brometo de cetil trimetil amônio, CTAB e (IV) dodecilsulfato de sódio, SDS. Diagramas 
de fases ternários para APs (b) não-iônicos e (c) iônicos. 
 
alifáticos mais pesados. Em comparação com a dispersão contendo apenas o n-propanol como 
AP, TX-100 exibiu uma eficiência ligeiramente maior. Esse fato era esperado em função da 
maior eletronegatividade dos grupos polares de polioxietileno do TX-100, favorecendo a sua 
solvatação o que resulta em aumento de πW [31,61]. 
Para APs iônicos, o mecanismo de formação das MEs é orientado pelas interações 
eletrostáticas entre os grupos polares dos surfactantes. A estrutura carregada do AP forma 
uma dupla camada elétrica na superfície da micela, atraindo contra-íons e moléculas de água. 
Logo, com o aumento da carga dos grupos polares há, na realidade, uma maior blindagem 
dessa carga (devido aos contra-íons e solvatação) o que leva a uma diminuição das repulsões 
eletrostáticas entre esses grupos. Como resultado, a densidade de empacotamento de AP na 
interface W-O aumenta, gerando valores de πW maiores e, por conseguinte, aumentando a 
atividade superficial mediante uma redução mais proeminente de γi [40,72].  Os diagramas de 
fases ternários na Figura 10 (c) mostraram que o SDS foi aquele com maior eficiência. Esse 
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dado mostra que há uma menor interação eletrostática entre os grupos polares do CTAB e os 
contra-íons e moléculas de água presentes na dispersão. Presumivelmente, isso se deve à 
atenuação da carga positiva do nitrogênio quaternário no CTAB pelos grupos metila por efeito 
indutivo. Além disso, podemos comparar a área da seção transversal dos grupos polares dos 
surfactantes iônicos. A menor área ocupada pelo grupo polar do SDS leva também a um 
maior empacotamento do cossurfactante entre as cadeias do SDS na interface W-O, o que 
contribui igualmente para a redução das suas repulsões eletrostáticas e aumento da atividade 
superficial. Palepu e colaboradores [73] investigaram as propriedades interfaciais de MEs 
preparadas com SDS e CTAB. Os autores mostraram que, de fato, as dispersões com SDS 
apresentaram menor diâmetro hidrodinâmico e maior número de gotículas na interface W-O. 
 
4.2. Curvas analíticas  
As curvas analíticas foram obtidas a 23 ºC para cada uma das dispersões contendo os 
diferentes anfifílicos nas regiões A, B e C como ilustradas na Figura 11 (a-c). Os valores de 
ΦME (% v/v) correspondem às frações percentuais dos volumes mínimos de AP necessárias 
para a microemulsificação, obtidas através dos experimentos utilizando a rotina analítica em 
batelada do MEC. As curvas apresentaram desvios negativos em ΦME em todas as regiões, 
que pode ser atribuído ao aumento gradual da concentração do etanol (analito) na fase W (ΦE, 
% v/v), o que requer menores valores de ΦME para estabilizar as MEs. O etanol atua como 
cossurfactante e também como hidrótropo na formação de MEs sem surfactante o que mostra 
a sua habilidade de aumentar a atividade superficial [34–36] e, assim, diminuir ΦME através da 
sua adsorção na interface W-O. Em concordância, estudos descreveram a importância dos 
álcoois de cadeia curta para diminuir a concentração de surfactantes na preparação de MEs. 
Como exemplo, Verhoeckx e colaboradores [42] estudaram as MEs formadas por SDS e n-
pentanol como fase AP. Eles demonstraram que a área por molécula de SDS na presença de n-
pentanol é aproximadamente 83 Å2/molécula, um valor notavelmente maior do que aquele 
quando na ausência desse cossurfactante (igual a aproximadamente 54 Å2/molécula). Eles 
também confirmaram o aumento adicional da atividade superficial pelo consurfactante. 
Os parâmetros de LD, S e R2 são  mostrados na Figura 11 (d-f). Os resultados foram 

















































   


































           






























Figura 11. Curvas analíticas das regiões (a) A, (b) B e (c) C, obtidas a 23 ºC. Figuras de mérito: (d) 
LD, (e) S (em módulo) e (f) R2 obtido nas regiões A, B e C. As fases AP correspondem a TX-100 
(amarelo), TNP-9 (verde), SDS (azul), CTAB (vermelho) e n-propanol (cinza) conforme destacadas 
em (a). 
 
ΦME para as regiões A e C. Em B, valores de IC variaram de 0,05 para 0,6% v/v. Os limites de 
linearidade variaram entre 60,0 e 70,0% v/v de ΦE com exceções das dispersões contendo o 
TNP-9 e o CTAB na região A, que apresentaram limites de linearidade de 30,0% e 40,0% v/v, 
respectivamente. As curvas para o SDS na região A e TX-100, TNP-9 e n-propanol na região 
B apresentaram dois intervalos de linearidade. As piores linearidades foram observadas para o 
TNP-9 e n-propanol em B e C (R2 = 0,95 e 0,96, respectivamente). Todos os outros APs 
levaram a R2 > 0,97. Em geral, as regiões A e B apresentaram os melhores resultados em 
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sensibilidade (maiores valores de S) e detectabilidade (menores LDs) que a região C. Isso 
pode estar relacionado ao fato da concentração de etanol na região dispersa (fase O) ser baixa, 
o que não favorece a microemulsificação por ΦE. Com relação ao desempenho analítico nas 
regiões A e B, os melhores dados foram obtidos para o hidrótropo n-propanol e surfactantes 
iônicos, CTAB e SDS, com exceção desse último em termos de LD ( 2,6% v/v) na região B. 
 
4.3. Robustez  
Em relação à investigação do efeito de fatores intervenientes sobre o MEC, de forma 
geral, os valores de ΦME (% v/v) foram bastante precisos sendo que os valores médios de IC 
(α = 0,05) não ultrapassaram 0,4% v/v ΦME em todos os casos. As curvas contendo os APs n-
propanol, TX-100 e SDS apresentaram boa linearidade; o valor médio de R2 foi de 0,98. Um 
exceção foi a dispersão baseada em SDS com a adição de 500,0 mmol L–1 de NaCl na região 
B, cujo valor de R2 foi 0,93. Porém, em linhas gerais, as piores linearidades foram verificadas 
para as MEs de CTAB e TNP-9 que tiveram adições de eletrólitos na fase W e região A, cujos 
valores de R2  foram 0,94 e 0,86, respectivamente. 
As Figuras 12 a 16 ilustram o comportamento das dispersões para cada AP estudado 
considerando-se desvios na preparação volumétrica das dispersões (RSD de 5,0% e 10,0% v/v 
em ΦO) (a-c), variações de temperatura de 23 ºC para 20 ºC, 26 ºC e 30 ºC (d-f) e mudanças 
de força iônica pela adição de 10,0 e 500,0 mmol L–1 de NaCl, e 10,0 mmol L–1 de Na2SO4 e 
CaCl2 (g-i) nas regiões A, B e C. As curvas de cor vermelha (linha contínua) correspondem às 











(a) n-propanol - região A
      desvio volumétrico
Região A
 


















(b) n-propanol - região B
      desvio volumétrico
Região B
 
















(c) n-propanol - região C
      desvio volumétrico
Região C
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(d) n-propanol - região A
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(e) n-propanol - região B




















(f) n-propanol - região C
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35 (d) SDS - região A
































(g) n-propanol - região A
          força-iônica
 



















(h) n-propanol - região B
          força-iônica
 









   






(i) n-propanol - região C
          força-iônica
Propanol + Water + Oleic Acid
 


















35 (g) SDS - região A
    força iônica
 Sem Sal
 NaCl  10,0 mmol L
-1
 NaCl  500,0 mmol L
-1
 Na2SO4  10,0 mmol L
-1
 CaCl2  10,0 mmol L
-1
 










Figura 12. Comportamento das MEs com n-propanol como fase AP relativo (a-c) ao desvio na preparação volumétrica das dispersões (RSD de 5,0% e 10,0% 
v/v em ΦO), (d-f) a variações de temperatura de 23 ºC para 20 ºC, 26 ºC e 30 ºC e (g-i) a mudanças de força iônica pela adição de 1 ,0 e 50 ,0 mmol L–1 de 











25 (a) TX-100 - região A













   






(b) TX-100 - região B
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25 (c) TX-100 - região C
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25 (d) TX-100 - região A













   






(e) TX-100 - região B



















25 (f) TX-100 - região C

































35 (d) SDS - região A


























       







30 (g) TX-100 - região A
         força iônica
 









   






60 (h) TX-100 - região B
         força iônica
Região B
 
















30 (i) TX-100 - região C
         força iônica
Triton X-100 25%v/v to n-propanol + Water + Oleic Acid
 

















35 (g) SDS - região A
    força iônica
 Sem Sal
 NaCl  10,0 mmol L
-1
 NaCl  500,0 mmol L
-1
 Na2SO4  10,0 mmol L
-1
 CaCl2  10,0 mmol L
-1
 










Figura 13. Comportamento das MEs com TX-100 como fase AP relativo (a-c) ao desvio na preparação volumétrica das dispersões (RSD de 5,0% e 10,0% v/v 
em ΦO), (d-f) a variações de temperatura de 23 ºC para 20 ºC, 26 ºC e 30 ºC e (g-i) a mudanças de força iônica pela adição de 1 ,0 e 50 ,0 mmol L–1 de NaCl, 
e 10,0 mmol L–1 de Na2SO4 e CaCl2 para as regiões A, B e C em todos os casos conforme discriminado. 
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(a) TNP-9 - região A






















(b) TNP-9 - região B













    









(c) TNP-9 - região C
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(d) TNP-9 - região A













   








(e) TNP-9 - região B











































(f) TNP-9 - região C










































35 (d) SDS - região A































(g) TNP-9 - região A
        força iônica
Região A
 









   









(h) TNP-9 - região B
        força iônica
Tergitol 50%v/v to ethanol + Water + Oleic Acid
 









   








(i) TNP-9 - região C
        força iônica
Tergitol 50%v/v to ethanol + Water + Oleic Acid
 

















35 (g) SDS - região A
    força iônica
 Sem Sal
 NaCl  10,0 mmol L
-1
 NaCl  500,0 mmol L
-1
 Na2SO4  10,0 mmol L
-1
 CaCl2  10,0 mmol L
-1
 










Figura 14. Comportamento das MEs com TNP-9 como fase AP relativo (a-c) ao desvio na preparação volumétrica das dispersões (RSD de 5,0% e 10,0% v/v 
em ΦO), (d-f) a variações de temperatura de 23 ºC para 20 ºC, 26 ºC e 30 ºC e (g-i) a mudanças de força iônica pela adição de 10,0 e 5 0,0 mmol L–1 de NaCl, 
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35 (d) SDS - região A





















(e) SDS - região B




















32 (f) SDS - região C





















35 (d) SDS - região A


































35 (g) SDS - região A
    força iônica
 

















60 (h) SDS - região B
    força iônica
Região B
 









   






45 (i) SDS - região C
    força iônica
Região C
 

















35 (g) SDS - região A
    força iônica
 Sem Sal
 NaCl  10,0 mmol L
-1
 NaCl  500,0 mmol L
-1
 Na2SO4  10,0 mmol L
-1
 CaCl2  10,0 mmol L
-1
 










Figura 15. Comportamento das MEs contendo SDS como fase AP relativo (a-c) ao desvio na preparação volumétrica das dispersões (RSD de 5,0% e 10,0% 
v/v em ΦO), (d-f) a variações de temperatura de 23 ºC para 20 ºC, 26 ºC e 30 ºC e (g-i) a mudanças de força iônica pela adição de 10,0 e 50 ,0 mmol L–1 de 
NaCl, e 10,0 mmol L–1 de Na2SO4 e CaCl2 para as regiões A, B e C em todos os casos conforme discriminado. 
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(a) CTAB - região A






















(b) CTAB - região B





















(c) CTAB - região C
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(d) CTAB - região A
























(e) CTAB - região B













   





(f) CTAB - região C






















35 (d) SDS - região A
































(g) CTAB - região A
         força iônica
Região A
 









   










(h) CTAB - região B













    








(i) CTAB - região C
         força iônica
CTAB 12.5%v/v to Ethanol + Water + Oleic Acid
 

















35 (g) SDS - região A
    força iônica
 Sem Sal
 NaCl  10,0 mmol L
-1
 NaCl  500,0 mmol L
-1
 Na2SO4  10,0 mmol L
-1
 CaCl2  10,0 mmol L
-1
 










Figura 16. Comportamento das MEs contendo CTAB como fase AP relativo (a-c) ao desvio na preparação volumétrica das dispersões (RSD de 5,0% e 10,0% 
v/v em ΦO), (d-f) a variações de temperatura de 23 ºC para 20 ºC, 26 ºC e 30 ºC e (g-i) a mudanças de força iônica pela adição de 10,0 e 50 ,0 mmol L–1 de 





A Tabela 1 contém os valores dos erros absolutos médios relacionados com 7,0, 30,0 
e 60,0% v/v de ΦE para todas as composições investigadas. Para uma melhor visualização dos 
resultados, os erros relacionados a 30,0% v/v de ΦE encontram-se discriminados graficamente 
na Figura 17. Não se observaram processos de microemulsificação nas dispersões contendo 
concentrações iguais ou maiores que 60,0% ΦE para TNP-9 na região A. O mesmo resultado 
se extendeu para as outras regiões quando NaCl 500,0 mmol L–1 foi adicionado na fase W. Os 
dados cujos valores de ΔΦE estão mais próximos de 0,0 % v/v (linha tracejada) correspondem 
aos resultados com os melhores níveis de robustez. Abaixo, seguem maiores discussões sobre 
os fatores intervenientes considerados.  
 
Desvios volumétricos da fase O 
Em geral, os piores níveis de robustez foram notados para os surfactantes iônicos na 
região C. Nesses casos, os valores de ΔΦE para 30,0% v/v de ΦE foram 42,9% e 41,2% para 
SDS e CTAB, respectivamente. As dispersões preparadas com TX-100 e CTAB em A e SDS 
em A e B mostraram níveis de robustez satisfatórios, com ΔΦE da ordem de 1,0 a 2,0% v/v. O 
n-propanol apresentou robustez satisfatório em todos os casos incluindo a região C. O TNP-9, 
por sua vez, apresentou robustez pobre nas três regiões estudadas, sendo os valores médios de 
ΔΦE maiores que 5,0% v/v. 
 
Variações de temperatura 
 A temperatura afeta fortemente a atividade superficial dos APs não-iônicos. Em geral, 
surfactantes como o TX-100 e TNP-9 possuem cadeias apolares flexíveis que podem existir 
em um grande número de conformações em função da temperatura [31,33]. Com o aumento 
da temperatura, estas cadeias apolares podem ser induzidas em mais conformações, o que 
eleva o número de interações laterais [74], com aumento de πO. Em contrapartida, o aumento 
de temperatura também pode diminuir a solvatação das estruturas polares, reduzindo πw. 
Devido a essas propriedades antagônicas, o gráfico de γi vs. temperatura possui um perfil em 
formato de ‘V’. A temperatura ótima, em que γi possui o seu valor mínimo, é aquela onde há 
maior equilíbrio entre as contribuições que levam ao aumento dos parâmetros πO e πW, 





Tabela 1. Valores dos erros absolutos (ΔΦE) relacionados com 7,0, 30,0 e 60,0% v/v de ΦE das dispersões com n-propanol, TX-100, TNP-9, SDS e CTAB nas 
regiões A, B e C conforme indicado. Entre parênteses, estão indicadas as concentrações dos eletrólitos utilizados em mmol L–1 
 
 
n-propanol TX-100 TNP-9 SDS CTAB 
7 30 60 7 30 60 7 30 60 7 30 60 7 30 60 
A 
RSD 5,0% +1,0 +0,8 +1,6 +0,2 +0,6 +1,2 -7,2 -9,4   +0,6 +0,0 -3,1 +0,9 +0,7 +0,5 
RSD 10,0% +1,2 +1,5 +1,2 +2,2 +1,8 +1,4 -10,1 -12,8   +1,2 +0,9 -2,2 +1,3 +1,5 +1,7 
B 
RSD 5,0% +3,8 +2,1 +0,8 +3,4 +2,8 +1,9 +3,5 +5,1 +2,1 +0,2 +1,0 +1,9 +2,5 +6,4 +4,0 
RSD 10,0% +5,4 +3,1 +1,9 +5,7 +3,6 +2,8 +6,4 +9,4 +4,1 -0,2 +1,3 +3,3 +5,8 +8,3 +5,6 
C 
RSD 5,0% -1,8 -0,9 +0,7 +0,5 -4,6 -11,2 -2,3 -3,1 -4,0 +23,1 +30,0 +39,0 -1,1 +5,5 +13,9 
RSD 10,0% -2,9 -1,7 -0,3 -1,4 -6,8 -13,9 -11,3 -13,5 -16,4 +36,0 +42,9 +51,9 +30,2 +41,5 +55,6 
                
A 
20 ºC +1,5 +1,3 +3,0 -2,0 -0,7 +0,9 -16,7 -20,6   -0,9 -0,8 +0,7 +0,9 +2,3 +2,8 
26 ºC -0,7 -0,1 +0,8 -0,9 -0,9 -1,0 +4,7 -2,1   -0,5 +1,7 -2,7 +0,2 +0,8 +1,0 
29 ºC +0,1 +0,6 +0,1 +1,1 +0,1 -1,3 +12,1 +4,7   -2,3 -0,5 -3,8 -0,9 -1,0 -1,0 
B 
20 ºC +0,9 +0,3 +2,4 +0,4 +0,1 +0,8 -3,1 -2,4 +1,5 -4,2 -0,7 +3,9 +8,1 +8,3 +3,2 
26 ºC +0,1 +0,3 -0,3 +0,1 +1,1 +1,7 +9,0 +11,0 +1,1 -0,3 -0,3 -0,4 +3,1 +6,6 +2,2 
29 ºC +0,3 -0,6 +0,2 +2,2 +1,7 +0,0 +14,8 +17,3 +1,0 -4,2 -3,6 -3,0 +1,2 +4,6 +1,8 
C 
20 ºC -1,7 +1,2 +1,6 +5,6 +4,8 +3,9 +1,9 -0,6 -1,2 +15,8 +19,3 +23,8 +10,4 +19,3 +30,5 
26 ºC -3,6 -1,9 -3,1 -0,3 -3,5 -7,8 +1,6 +0,6 -0,3 -5,3 +2,9 +0,2 -10,6 -8,5 -5,9 




            
A 
NaCl (10) +0,9 +4,7 -1,6 -2,1 -1,1 +0,3 +4,3 -0,3   +1,8 -6,8 -3,5 +1,2 +0,0 +1,9 
NaCl (500) +3,0 +0,8 -2,9 +11,3 +6,1 -0,6       +0,7 -12,1 -8,4 +2,4 +2,1 +1,5 
Na2SO4 (10) +1,7 -0,1 -1,2 -10,4 -7,0 -2,4 +2,9 -5,3   -1,1 -6,3 -7,0 +1,5 +1,4 +1,3 
CaCl2 (10) +1,5 -0,1 -0,2 -2,6 -0,6 +2,1 -15,9 -17,1   +1,4 -2,5 -4,8 +0,1 +0,4 +1,0 
B 
NaCl (10) +1,2 +1,4 +0,1 -1,8 -1,2 +1,2 +6,9 +1,8 -0,4 +1,2 +0,6 +3,0 +6,9 +10,4 +3,8 
NaCl (500) +27,6 +25,7 +6,0 +20,9 +8,6 +3,4       +6,1 +18,7 +35,1 +12,6 +44,2 +62,4 
Na2SO4 (10) +4,5 +3,4 +0,1 +2,7 +2,4 +1,1 +38,6 +48,6 +10,3 +7,0 +2,4 +3,6 +1,4 +3,5 +7,2 
CaCl2 (10) +2,2 +1,0 +0,6 +2,3 +1,9 -0,6 +9,7 +13,5 +2,8 +6,9 +2,5 +3,3 +14,6 +3,4 +0,8 
C 
NaCl (10) +9,5 +4,6 +3,3 +11,3 +3,1 +8,0 -1,5 +0,3 -3,6 +1,2 +5,8 +11,9 -25,6 -21,7 -16,7 
NaCl (500) +69,4 +34,0 +22,3 +34,3 +29,8 +23,7 +219,2 +27,3 +17,5 +104,4 +105,1 +105,9 +78,2 +75,0 +71,0 
Na2SO4 (10) +6,3 +1,2 -5,7 +4,7 +2,2 +11,5 +6,9 +11,8 +13,5 +13,9 +16,3 +19,5 -18,0 -12,4 -5,3 





































      





























































     
Figura 17. Valores de ΔΦE para 30,0% v/v de ΦE para (a) RSDs de 5,0% e 10,0% v/v em ΦO, (b) 
mudanças de 23 para 20 ºC , de 23 para 26 ºC e de 23 para 30 ºC e (c) mudanças da força iônica com a 
adição de NaCl 10,0 mmol L–1, NaCl 500,0 mmol L–1, Na2SO4 10,0 mmol L–1 e CaCl2 10,0 mmol L–1 
na fase W. Valores de ΔΦE para dispersões com NaCl 500,0 mmol L–1 para CTAB e SDS na região C 
foram 75,0 e 105,1% v/v, respectivamente. Esses resultados foram omitidos nos gráficos acima. 
 
 Para APs neutros, os resultados da investigação dos efeitos da variação de temperatura 
mostraram melhores níveis de robustez para as dispersões contendo TX-100 e n-propanol nas 
regiões A e B e TNP-9 na região C, com valores de ΔΦE menores que 3,0% v/v. O 
desempenho do TNP-9 na região A foi particularmente insatisfatório, gerando um valor de 
ΔΦE médio igual a 21,3% v/v na curva de dispersão a 20 ºC. Para os AP iônicos, a 
dissociação dos contra-íons aumenta com a elevação da temperatura o que, possivelmente, 
acarreta em uma maior repulsão eletrostática entre os grupos polares dissociados na fase W 
[31,33]. Dessa forma, espera-se diminuição da atividade superficial dos APs iônicos na fase 
W e, consequentemente, os valores de ΦME são afetados. Este efeito é muito relevante na 
região C onde os grupos polares estão confinados na pequena quantidade de água dispersa na 
fase O, resultando em uma alta concentração. Isso foi observado para as dispersões do CTAB 
e SDS que, em geral, tiveram valores de robustez insatisfatórios na região C. Os testes com o 
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SDS apresentaram valores de robustez médio de ΔΦE igual a 8,3% v/v enquanto CTAB teve 
ΔΦE igual a 17,0% v/v em C. Ademais, os resultados mostraram bons níveis de robustez para 
as dispersões de SDS nas regiões A e B e CTAB na região A. 
 
Aumento da força iônica da fase W  
Esse estudo, contemplando o aumento da força iônica na fase W, apresentou níveis 
insatisfatórios de robustez para as dispersões contendo 500,0 mmol L–1 de NaCl, sendo que os 
valores médios de ΔΦE foram maiores que 20,0% v/v nas regiões B e C. Em geral, as MEs 
preparadas na presença de NaCl 500,0 mmol L–1 apresentaram maior eficiência com desvios 
positivos em relação a ΦE. Esse resultado era esperado, pois o aumento da concentração de 
eletrólitos gera uma barreira eletrostática entre os grupos polares dos APs iônicos, inibindo as 
repulsões eletrostáticas entre os grupos polares, aumentando πW e, logo, contribuindo para a 
estabilidade termodinâmica das dispersões [31,37]. Ademais, a discrepância nos valores de 
ΔΦE foi maior na região C devido, possivelmente, à adição de eletrólitos em um volume 
reduzido de água no meio contínuo de fase O, o que aumenta significativamente a 
concentração eletrolítica na interface W-O. As dispersões com SDS (região B) e CTAB 
(regiões A e B), por fim, tiveram bons níveis de robustez com relação ao aumento da força 
iônica. Em termos dos APs não-iônicos, a adição de eletrólitos na fase W geralmente não gera 
efeitos significativos para a formação de MEs [31]. Apesar disso, os resultados para o TNP-9 
mostraram, mais uma vez, robustez insatisfatória em todas as regiões estudadas. Em 
contrapartida, n-propanol e TX-100 geraram boa robustez em todas as regiões, com valores de 
ΔΦE menores que 5,0%. 
 
Conclusões gerais dos testes de robustez 
As conclusões suscintas do estudo de fatores intervenientes do MEC acima são: (i) o 
hidrótopo n-propanol e os APs iônicos SDS e CTAB apresentaram os melhores níveis de 
sensibilidade e detectabilidade nas regiões A e B (exceção: SDS em termos de LD na região 
B); (ii) n-propanol e SDS tiveram os melhores resultados em termos de robustez novamente 
nas regiões A e B (exceção: SDS na região A no que compete às variações de força iônica na 
fase W) e (iii) TNP-9 apresentou os piores resultados de robustez, em praticamente todas as 
regiões. Em geral, o hidrótropo n-propanol gerou o melhor desempenho analítico em termos 
de sensibilidade e robustez o que se explica, presumivelmente, pela sua cadeia apolar curta e 
grupo polar contendo apenas 1 átomo de oxigênio. Esses fatores levam a uma menor variação 
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do número de conformações possíveis da cadeia apolar e da extensão da solvatação do grupo 
polar, respectivamente. Como consequência, a adsorção e, assim, a atividade superficial desse 
AP na interface W-O tornam-se menos susceptíveis a variações dos fatores intervenientes 
estudados. 
 
4.4.   Aplicação do MEC 
Exemplo de análise semi-quantitativa pelo modo DWP 
Para melhor entendimento do procedimento experimental DWP, um exemplo de 
ensaio analítico foi preparado como mostra a Figura 18. Esse experimento permitiu a análise 
semi-quantitativa de 12 amostras com resolução de 8 intervalos de concentração. As fases O e 
AP foram compostas por ácido oléico e SDS, respectivamente. Diversas concentrações de 
etanol (10,0 a 70,0% v/v de ΦE) em água foram preparadas para comporem a fase W.  
A princípio, adicionaram-se 30,0 μL da fase O em todos os 96 poços. Em seguida, 
adicionou-se a fase AP de modo que o volume fosse gradualmente aumentado entre as linhas 
A e H (de 30,0 a 250,0 μL). Essas frações volumétricas foram baseadas na curva analítica 
previamente determinada para o SDS na região A (lembrando que, nesta região, a mistura W-
O é composta por 5,0% de O em W). Os volumes de AP adicionados e os intervalos de ΦE  
obtidos (ambos em % v/v) estão mostrados na Figura 18 (a). Finalmente, adicionou-se 570,0 
μL da fase W nas colunas da placa que foi, por fim, tampada e agitada manualmente de forma 
vigorosa. A Figura 18 (b) ilustra o resultado visual da placa de ensaio cujos poços contém 
dispersões turvas (emulsões) e transparentes (MEs). Observam-se que as MEs foram 
formadas primeiramente nos poços G, F, E, E, E, D, D, D, C, B, B e A, respectivamente, de 
cada coluna. Como conclusão, as  amostras (numeradas de 1 a 12) apresentaram 
concentrações de etanol nos intervalos:  (1) 7,0-10,0%; (2) 10,0–20,0%; (3, 4 e 5) 20,0–
30,0%; (6, 7 e 8) 30,0–40,0%; (9) 40,0–50,0%; (10 e 11) 50,0–60,0% e (12) >60,0% v/v. 
Esses resultados estão coerentes com as determinações precisas do MEC utilizando a rotina 
analítica em batelada. 
 
Análises das bebidas alcoólicas comerciais 
Primeiramente, o protocolo em batelada do MEC foi usado para a determinação de 
etanol (ΦE, %, n = 4) em três amostras de bebidas alcoólicas (denominadas b1, b2 e b3). Para 





Figura 18. Análise baseada no procedimento experimental DWP. (a) Representação esquemática das 
frações volumétricas da fase AP nas dispersões (ΦAP, % v/v) adicionadas em diferentes linhas da placa 
(A-H) e seus respectivos intervalos de ΦE (% v/v, concentração do analito) referentes aos processos de 
microemulsificação em cada linha. (b) Foto da placa DWP onde houve as transições de turvo 




nas regiões A, B e C do diagrama de fases. As medidas de ΦE (% v/v) foram relacionadas com 
os valores de referência obtidos pelo método GC-FID para a determinação da exatidão (%) do 
método, cujos resultados encontram-se descritos na Tabela 2 e ilustrados na Figura 19. Os 
resultados de referência obtidos pelo método instrumental foram 38,6, 39,6 e 38,0 % v/v de 
etanol nas bebidas b1, b2 e b3, respectivamente. Os melhores níveis de exatidão foram 
obtidos para as dispersões com TX-100 e SDS nas regiões A e B, TNP-9 na região B, CTAB  
 
Tabela 2. Resultados do desempenho analítico do MEC em termos da exatidão média (%, n = 4). Os 
valores referem-se a análises de três bebidas alcoólicas comerciais preparadas através da rotina 
analítica em batelada do método nas regiões A, B e C. 
Fase AP Região A Região B Região C 
n-propanol 96 ± 1% 93 ± 1,0% 100 ± 3 % 
TX-100 92 ± 3% 96 ± 1,0% 114 ± 4%  
TNP-9 58 ± 1% 91 ± 1,0% 59 ± 2% 
SDS 105 ± 2% 108 ± 1,0% 130 ± 5% 
























Figura 19. Resultados de exatidão (%) determinados pela comparação da média global de ΦE com 
valores de referência obtidos por análise em GC-FID. Todos os APs n-propanol, TX-100, TNP-9, SDS 
e CTAB foram analisados nas regiões A, B e C. O resultado da dispersão com CTAB, na região C, foi 
igual a 251,0 ± 4% e este dado está omitido na figura. 
 
na região A e n-propanol em todas as regiões, sendo que as medidas variaram de 
aproximadamente 90 a 110%. Em contrapartida, os desempenhos das dispersões com TNP-9 
(regiões A e C) e CTAB (na região C) foram bastante insatisfatórios. Nesse último caso, por 
exemplo, a exatidão foi igual a 251 ± 4% e este dado está omitido na Figura 19. Com base 
nos resultados, dois APs foram escolhidos para analisar outras amostras de bebidas comerciais 
tanto pela rotina em batelada quanto pelo protocolo DWP do MEC. Como os surfactantes 
iônicos tiveram melhores resultados em termos de sensibilidade nas regiões A e B em 
comparação com os surfactantes neutros, o SDS foi escolhido para quantificação de etanol em 
outras 7 amostras de bebidas comerciais na região A, a 23 ºC. O desempenho analítico do 
SDS foi bem avaliado em todos os casos estudados nesta região com exceção da robustez de 
força iônica que foi ligeiramente insatisfatória. Entretanto, as bebidas apresentaram baixas 
concentrações de eletrólitos, sendo que a condutividade média foi igual a 25,7 uS cm–1, valor 
muito menor que os valores de condutividade encontrados nas soluções contendo diferentes 
eletrólitos na fase W analisadas no estudo de fatores intervenientes (relativo ao aumento da 
força iônica). Por exemplo, a condutividade da fase AP contendo 10,0 mmol L–1 de NaCl e 
40,0% v/v de ΦE foi igual a 283,0 uS cm–1. Para maiores detalhes, todas as medidas de 
condutividades encontram-se nas Tabelas 4 e 5, na seção 8 (Anexos). Nessa aplicação, 
portanto, esse fator interveniente não foi considerado decisivo para a escolha do surfactante. 
O CTAB, na região A, também apresentou nível de exatidão muito próximo do SDS, porém, o 
seu limite de linearidade foi apenas 40,0% v/v ΦE nessa região, como já descrito 
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anteriormente. Como muitas bebidas destiladas tem teor de etanol próximo a esta 
concentração, a aplicação deste surfactante catiônico não seria adequada nesse caso. 
 As medidas de exatidão também foram bastante satisfatórias nas determinações 
utilizando o n-propanol como fase AP em todas as regiões. Como já exposto, esse AP gerou 
melhor desempenho analítico, em termos de sensibilidade e robustez frente a variações de 
fatores intervenientes que os demais APs estudados. Por isso, esse hidrótropo também foi 
testado para as outras determinações de etanol em bebidas alcoolicas através do MEC. Desta 
vez, as dispersões foram preparadas na região B. 
 Nessas condições experimentais, todas as bebidas alcoólicas tiveram os valores de ΦE 
(%, v/v) determinados com exceção de duas amostras de vinho tinto que não apresentaram a 
transição turvo-transparente precisa como às demais amostras. As adições de AP nestas 
bebidas chegaram a conduzir um aspecto levemente turvo, porém, com a presença de um 
precipitado. Uma hipótese para esse fato é que a presença de material orgânico proveniente da 
fermentação da uva tenha interferido na obtenção das MEs. Portanto, foram testadas 8 bebidas 
alcoólicas denominadas de b1 a b8. Os resultados da quantificação de etanol nas bebidas 
alcoólicas (%, v/v) pelo método de referência, GC-FID, e pelo método MEC encontram-se na 
Tabela 3. Como mencionado, foram utilizadas rotinas analíticas em batelada e modo DWP, 
sendo que, no primeiro caso, foram possíveis relacionar  as  determinações precisas do MEC 
com os valores de referência e calcular os níveis de exatidão (%). Esses resultados estão 







































Figura 20. Resultados de exatidão (%) das dispersões com AP (a) SDS e (b) n-propanol, nas regiões 
A e B, respectivamente, obtidos através da análise de etanol de 8 amostras de bebidas alcoólicas (b1-
b8) usando a rotina em batelada do MEC. 
55 
 
A aplicação do SDS utilizando o protocolo em batelada na região A apresentou valores 
de exatidão entre 100 a 113%, com exceção da amostra b8 que apresentou valor igual a 72%. 
Essa amostra b8 é um vinho branco cujo valor de condutividade foi muito baixa (igual a 2,9 
µS cm–1). Possivelmente, a baixa exatidão na sua determinação pode ter sido causada por essa 
baixa concentração de eletrólitos pois, como já mencionado, a presença de espécies 
carregadas na fase W diminui as repulsões eletrostáticas entre os grupos polares dos APs 
iônicos, favorecendo os efeitos de πW e, consequentemente, contribuindo para o fenômeno da 
microemulsificação. Com relação às análises semi-quantitativas com SDS, os resultados 
foram bastante coerentes. Todos os intervalos de ΦE (%, v/v), novamente com exceção da 
amostra b8, contém os valores obtidos nas análises precisas em batelada. A Figura 21 mostra 
a placa de ensaio DWP contendo as dispersões com SDS. É possível observar os poços 
contendo dispersões turvas e MEs transparentes.  
Para o caso das análises com o n-propanol, os resultados mostraram níveis de exatidão 
aproximadamente entre 93% a 99%. Parte dos resultados das análises DWP não apresentaram 





Figura 21. Foto da placa de ensaio DWP após análise de 8 bebidas alcoólicas através do protocolo 





Tabela 3. Resultados de ΦE (%, v/v) das bebidas alcoólicas (média, n = 4), obtidos através da rotina em batelada e do modo DWP do MEC com os APs SDS e 





 SDS (região A) n-propanol (região B) 
Bebida 
Referência Batelada  DWP Batelada DWP 
CG-FID (%) ΦE (%, v/v) Exatidão (%)  ΦE (%, v/v) ΦE (%, v/v) Exatidão (%)  ΦE (%, v/v) 
b1 cachaça 38,6 ± 0,1 40,9 ± 0,6 106 ± 2 38,1 - 41,6 35,7 ± 0,2 93 ± 1 37,8 - 41,9 
b2 uísque 39,6 ± 0,1 40,9 ± 0,6 103 ± 2 38,1 - 41,6 36,6 ± 0,2 93 ± 1 37,8 - 41,9 
b3 vodka 38,0 ± 0,1 41,5 ± 0,6 109 ± 2 38,1 - 41,6 35,9 ± 0,2 95 ± 1 37,8 - 41,9 
b4 rum 37,9 ± 0,1 42,8 ± 0,7 113 ± 2 41,6 - 45,0 37,5 ± 0,2 99 ± 1 35,0 - 37,8 
b5 vodka 39,1 ± 0,1 40,9 ± 0,6 105 ± 2 38,1 - 41,6 38,1 ± 0,5 98 ± 1 37,8 - 41,9 
b6 cachaça 39,1 ± 0,1 42,8 ± 0,7 110 ± 2 41,6 - 45,0 37,3 ± 0,3 95 ± 1 37,8 - 41,9 
b7 uísque 39,5 ± 0,1 40,2 ± 0,6 102 ± 2 38,1 - 41,6 37,7 ± 0,3 95 ± 1 37,8 - 41,9 






Armazenamento dos reagentes 
As placas de armazenamento e ensaio DWP que ficaram reservadas a temperatura 
ambiente, após análise, apresentaram resultados exatos por até 2 semanas (com resultados 
iguais a 100% de exatidão). Após esse período, no entanto, houve um decréscimo de 25% de 
exatidão nas medidas realizadas. Com relação as análises das placas DWP que ficaram 
armazenadas a 4 ºC, ocorridas após 1, 3, 5 e 7 semanas, os resultados mostraram 
determinações exatas até a 5º semana de análise. O teste após 7 semanas não apresentou 
resultados satisfatórios (sendo que 37% das bebidas apresentaram resultados de ΦE (%, v/v) 
ligeiramente menor). Possivelmente, a durabilidade dos ensaios do MEC feitos na placa DWP 
com adições prévias das fases O e AP, pode ser melhorada com a utilização de um surfactante 
e um cossurfactante com baixas pressões de vapores, evitando a evaporação de componentes 
voláteis, ou através de um melhor sistema vedação da placa de amazenamento e ensaio DWP. 
 
Kit de análises e aumento da frequencia analítica 
A possibilidade de armazenamento dos reagentes na placa de ensaio DWP é de grande 
importância para a montagem de kits de análises, tornando o protocolo experimental DWP 
promissor na implementação de análises in situ através do MEC. Ademais, para análises semi-
quantitativas e/ou preliminares, esse método mostrou que pode ser bastante simples e robusto. 
Além disso, o método é bastante econômico: o custo total dos reagentes usando o SDS como 
fase AP, na região A, foi cerca de R$ 2,14 por placa de ensaio. Utilizando o n-propanol na 
região B, por sua vez, o custo foi de R$ 3,36. A placa de ensaio DWP com 96 poços utilizado 
nesse trabalho custou cerca de R$ 33,20 a unidade e essa placa foi lavada e reutilizada 
diversas vezes. Adicionalmente, a micropipeta multicanal eletrônica possui autonomia de 
funcionamento de cerca de 900 pipetagens com carga completa da bateria, segundo o manual 
do fabricante [75]. Esta quantidade corresponde a 7 ciclos de análise completos da placa de 
ensaio DWP, garantindo a possibilidade de levar o método a regiões com condições de 
fornecimento de energia comprometidas. 
Em comparação com o protocolo em batelada, a freqüência analítica do MEC usando 
o modo experimental DWP foi cerca de 6 vezes maior. No caso, para analisar 8 amostras com 
8 intervalos de concentração foram necessários 15 minutos que correspondeu a 24 pipetagens. 
O procedimento em batelada do MEC, por outro lado, foi realizado em aproximadamente 90 




cromatográfica (método de referência), o tempo de análise foi de aproximadamente 384 
minutos para as bebidas testadas. 
 
5. CONCLUSÕES  
Esse trabalho apresentou resultados importantes do desempenho analítico do MEC, em 
diferentes condições experimentais, para uma melhor compreensão do método e para o 
desenvolvimento de uma plataforma que traz o aumento da sua frequência analítica. Foram 
realizados, primeiramente, estudos para a determinação de etanol em soluções aquosas e em 
bebidas alcoólicas comerciais, com o objetivo de elucidar a influência de diversos APs sob o 
método, incluindo surfactantes não-iônicos (TX-100 e TNP-9), iônicos (SDS e CTAB) e um 
hidrotropo (n-propanol) em diferentes composições de dispersões (regiões A, B e C). O 
desempenho analítico foi investigado sistematicamente e exaustivamente através da análise de 
diversas figuras de mérito. Nesse estudo, o hidrótopo n-propanol e os APs iônicos SDS e 
CTAB apresentaram os melhores níveis de sensibilidade e detectabilidade, especialmente nas 
regiões A e B. Frente a fatores intervenientes como desvios na preparação volumétrica das 
dispersões, força iônica e temperatura, os APs n-propanol e SDS  tiveram os melhores 
resultados em termos de robustez nas regiões A e B, enquanto TNP-9 apresentou 
determinações pouco robustas em praticamente todas as regiões.  
Com relação à aplicação do MEC, TX-100 e SDS (regiões A e B), CTAB (região A) e 
n-propanol (todas as regiões) apresentaram desempenhos analíticos satisfatórios para a 
determinação de etanol em bebidas alcoólicas. As análises de diferentes amostras comerciais 
que foram conduzidas com os APs SDS e n-propanol nas regiões A e B, respectivamente, 
apresentaram resultados com exatidão satisfatória usando tanto a rotina analítica em batelada 
quanto o modo DWP do MEC. 
Adicionalmente, o protocolo DWP possibilitou o aumento da freqüência analítica do 
MEC através da análise simultânea de até 12 amostras com resolução de 8 intervalos de 
concentração, mesmo após o armazenamento das placas DWP contendo as fases O e AP por 
até 2 semanas a temperatura ambiente. Em geral, a frequencia analítica foi cerca de 6 vezes 
maior comparado aos experimentos em batelada. Essa abordagem pode ser particularmente 
relevante para a indústria, levando em conta os desafios impostos pelo controle de qualidade 
de diversos processos industriais ou em aplicações em campo. 
Dessa forma, o método MEC mostrou-se uma ferramenta POU com detecção visual 




portabilidade e rapidez, o que pode possibilitar maior agilidade nas tomadas de decisões 
durante as aplicações do método. Além disso, o preparo do kit de ensaios é economicamente 
viável e pode ser enviado para regiões remotas, permitindo um grande avanço para 
determinações químicas in situ.  
 
6. PERSPECTIVAS DO MÉTODO MEC 
Com base nas conclusões desse trabalho, o MEC é uma alternativa potencial para 
determinações analíticas quantitativas precisas ou preliminares tendo um desempenho 
analítico satisfatório mesmo com a introdução de fatores intervenientes ao método.  Além 
disso, o método possui vantagens como portabilidade, baixo custo, simplicidade e outros 
atributos importantes para aplicação de testes POU. Estes atributos abrem caminhos para a  
integração do método com processos de automação e microfluídica. 
Atualmente, estudos de automação do MEC em microfluídica com detecção por 
smartphone estão em andamento pelo grupo. A automação do método permite menor 
interferência do operador e, conseqüentemente, o aumento da precisão das análises. Também 
eleva a freqüência analítica, sendo muito relevante para aplicações de análises na indústria. 
Esse desenvolvimento baseia-se na estabilização termodinâmica das dispersões 
heterogêneas em um microchip de polidimetilsiloxano (PDMS) de bloco único. Um 
smartphone é responsável pela rotina analítica, de modo que realiza o controle das bombas de 
fluxo, o monitoramento da transição turvo-transparente através da escala de RGB da câmera, 
aquisição e tratamento dos sinais (a curva analítica e suas figuras de mérito bem como a 
concentração do analito são mostradas no display automaticamente após as etapas de 
calibração e aplicação) e, por fim, o envio de resultados por e-mail.  
Em um outro trabalho, os resultados da determinação de monoetilenoglicol em 
amostras oriundas do processamento de gás natural liquefeito através do MEC estão se 
mostrando promissores. Foram realizadas seis demonstrações do método, sendo duas  
apresentações no CNPEM, outras duas no CENPES (Centro de Pesquisas da Petrobrás), uma 
na Unidade Operacional da Petrobrás em Caraguatatuba (UTGCA) e uma na Unidade 
Operacional da Bacia de Santos (UO-BS). Esta última, realizada recentemente, contou com 
um treinamento prático do método aos responsáveis técnicos da Petrobrás cuja finalidade foi 
levar o MEC para uso rotineiro nas plataformas marítimas da empresa estatal. Este estudo 
contemplou a produção de um kit de análises mais simples com a utilização de vials e 










importantes para que possíveis fatores intervenientes ainda não contemplados em laboratório 
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Tabela 4. Resultados da determinação da condutividade elétrica das fases W preparadas pela adição 
de etanol em diferentes meios aquosos, sendo: 10,0 e 500,0 mmol L–1 de NaCl e 10,0 mmol L–1 de 
Na2SO4 e CaCl2. As concentrações de cada eletrólito está representado entre parenteses (valores em 
mmol L–1). 
  Condutividade (µS cm–1) 
% ΦE NaCl (10,0)  NaCl (500,0) Na2SO4 (10,0) CaCl2 (10,0) 
5,0 915,0 35.600,0 1674,0 1564,0 
7,0 870,0 33.700,0 1544,0 1451,0 
10,0 768,0 29.900,0 1375,0 1300,0 
20,0 530,0 20.900,0 891,0 877,0 
30,0 387,0 14.600,0 624,0 622,0 
40,0 283,0 10.600,0 431,0 451,0 
50,0 207,0 75.70,0 309,0 326,0 
60,0 151,5 5.210,0 207,0 236,0 
70,0 109,5 -  - 163,6 
 
 
Tabela 5. Resultados da determinação de etanol (% v/v) em 8 bebidas alcoólicas (b1 a b8) por GC-
FID e das medidas de condutividade elétrica (µS cm–1). Os teores de etanol fornecidos pelos 
fabricantes nos rótulos comerciais das bebidas também estão descritos para fins comparativos. 
Bebida Rótulo (%) CG-FID (%) 
 Condutividade a 
23 ºC (µS cm–1) 
b1 cachaça 39,0 38,6 ± 0,1 35,6 
b2 uísque 40,0 39,6 ± 0,1 43,3 
b3 vodka 38,0 38,0 ± 0,1 9,1 
b4 rum 38,0 37,9 ± 0,1 45,0 
b5 vodka 37,5 39,1 ± 0,1 8,1 
b6 cachaça 39,0 39,1 ± 0,1 25,0 
b7 uísque 39,0 39,5 ± 0,1 37,1 
b8 vinho branco 10,6 10,3 ± 0,1 2,9 
 
